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Guide to develop indirect ELISA to detect antigen specific antibody 
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ELISAには，直接 ELISA(direct ELISA), 間接
ELISA (indirect ELISA) , サンドウィッチ ELISA/キャ
プチャー ELISA(sandwitch ELISA/capture ELISA), 


















































↓ 洗浄 土 咋
基質液添加→発色
図1. 間接ELISAの手順 （左）と反応終了時の模式図 （右）
プレート表面に固定化された抗原に特異抗体が結合し，その抗体に酵素標識二次抗体が結
合する。呈色液を加えると，陽性では酵素と呈色液が反応し，呈色する。
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に50(-100) mMの炭酸Buffer(pH 9.5 -9.6)が用い







0.02%前後の Tween20を含む PBS(pH 7.2)をプ






























































あるいはアルカリフォスフ ァタ ーゼ (ALP)などが選択
される。二次抗体の得にくい哺乳類の場合，酵素標識プ




























































































96ウェルに 100μIの二次抗体の希釈系列を作り. 100μI 
の呈色液を分注し. 1時間後吸光度を測定する。吸光度
がおよそ 1.0となる希釈倍率を求め，ABTSの場合で，約




























異なってくる。一般的に ABTS< OPD < TMBで高感
度となる。
プレートにマウスモノクローナル抗体 (IgG2a)を各濃
度結合させ (1-2,000 ng/ml), POD標識抗マウス IgG
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信頼限界を 0.1とすれば 500倍では 10ng/ml, 2,000倍
















ABTS 405 nm 
OPD 450 nm 
POD 5-AS 450 nm 
o-Dianisidme 405 nm 
TMB 370 or 650 nm 
~ pNPP 405 nm 
ABTS : 2,2'-azino-bis (3-etylbenzothioline-6-sulfonate) 
OPD : o-phenylenediamine dihydrochloride 
5-AS : 5-aminosalycylic acid 
o-Dianisidine : o-dianisidine dihydrochloride 
TMB : 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine 
pNPP : p-nitrophenyl phosphate 
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停止液投入後測定波長 停止液
405 nm 1 % SOS or 0.05% NaN3 
492 nm 3 N HCI or 3M H2S04 
550 nm 3 N NaOH 
405 nm 5 M HCI 
450 nm (650 nm) 2 M H2S04 or 1% NaF 
405 nm J 3 N NaOH 





光 150 l 度・1.00 
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図4.基質による感度の違い
精製マウスモノクローナル抗体 (IgG2a)をプレートに直接固相化し， POD標識抗マウス IgG抗
体 (2,000倍）で検出した。
左図：基質以外の条件を同等にした場合 ABTSでの測定限界 (OD=; 0.1)は10μg/ml,
TMBでの測定限界は0.2μg/mlで， TMBは50倍以上高感度であった。
右図： TMBでABTSと同等の感度にするには，POD標識ウサギ抗マウス IgG抗体をABTS


































































Carbonate-Bicarbonate Buffer Capsule : Sigma, C3041 
Phospate-Citrate Buffer Tablet : Sigma, P4809 
ABTS: Roche, 11 112 422 001, ABTS Tablets; 20 tabs, 
50 mg/tab, 1 tab/100 ml phosphate citrate buffer (pH 
4.0) + 20μI of H凸
TMB HCI錠： Sigma, T3405 
TMB錠 ：Sigma, T5525 



















倍， 200倍，400倍， 800倍，1,600倍， 3,200倍， 6,400倍，
12,800倍， 25,600倍， 51,200倍および対照とする。また，
二次抗体の希釈系列は， 200倍， 400倍， 800倍， 1,600


































x200 x400 x800 x1,600 x3,200 x6,400 x12,800 cont. 
antigen 15 y 1,500 y 1,500 y 1,500 y 1,500 y 1,500 y 1,500 
buffer 3,000 1,500 1,500 1,500 1,500 1,500 1,500 1,500 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
1,500 1,500 1,500 1,500 1,500 1,500 3,000 1,500 
POD-anti-bovine lgG 
x50 x100 x200 x400 x800 x1,600 x3,200 x6,400 x1 2,800 x25,600 x51,200 cont. 
labeled lgG 40 y 1.000 y 1.oooy 1.000 y 1.000戸 1.oooy 1.oooy 1.oooy 1.ooorノ1,000y 1,000 
buffer 2,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
1,040 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 2,000 1,000 
表3.抗原希釈液の分注パターン
希釈した抗原を各列毎に濃度の低いものから分注する。
抗 原 希 釈
x50 x100 x200 x400 x800 x1600 x3200 x6400 x12800 x25600 x51200 cont. 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
表4.希釈二次抗体の分注パターン
希釈した二次抗体を各行毎に濃度の低いものから分注する。
x200 → → → → → → → → → → → → 
x400 → → → → → → → → → → → → 
次 x800 → → → → → → → → → → → → 
i 
x1600 → → → → → → → → → → → → 
x3200 → → → → → → → → → → → → 
釈 x6400 → → → → → → → → → → → → 
x12800 → → → → → → → → → → → → 
cont. → → → → → → → → → → → → 
表5.得られた結果 （陽性血清）
抗 原 希 釈
x50 x100 x200 x400 x800 x1,600 x3,200 x6,400 x12,800 x25,600 x51,200 cont. 
x200 2.45 2.4 2.35 2.3 2.1 1.9 1.65 1.3 0.9 0.65 0.45 0.3 
x400 2.4 2.35 2.3 2.2 1.95 1.6 1.25 0.95 0.7 0.5 0.35 0.2 
x800 2.2 2.15 2 1.8 1.55 1.25 1 0.75 0.55 0.4 0.25 0.1 次
x1,600 1.8 1.75 1.65 1.5 1.25 1 0.8 0.6 0.4 0.3 0.2 0.09 屈x3,200 1.4 1.35 1.23 1.1 0.97 0.8 0.6 0.45 0.3 0.2 0.14 0.08 
希 x6,400 1 0.97 0.9 0.8 0.65 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.09 0.06 
釈
x12,800 0.6 0.55 0.47 0.4 0.3 0.2 0.15 0.12 0.1 0.08 0.08 0.05 
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= 1,600倍 二次抗体 =1,600倍］，［抗原 =3,200倍 二
次抗体 =800倍］，［抗原 =6,400倍， 二次抗体=400倍］，
［抗原=12,800倍 二次抗体 =200倍］が相応する。こ
れに対応する POD-IgGのバックグラウンドは，順に， 0.08,









光度=;c1.0を求めると，［抗原 ：800倍， 二次抗体 ：3,200 
倍］，［抗原 ：1,600倍，二次抗体 ：1,600倍］，［抗原 ：3,200 
倍 二次抗体： 800倍］，［抗原 ：6,400倍， 二次抗体： 400 
倍］，［抗原 ：12,800倍， 二次抗体： 200倍］が相応する。
これに対応する二次抗体のバックグラウンドは，順に，
0.08, 0.09, 0.1, 0.2, 0.3である。バックグラウンドが低
く，抗原希釈が高い至適条件は［抗原：1,600倍， 二次抗
体： 1,600倍］，［抗原 ：3,200倍，二次抗体 ：800倍］辺り
が至適条件と判断される。さらに，陰性血清の吸光度が
低いことを確認する。筆者らは，抗原を節約できる方を
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図6.検査試料のヒス トグラム例
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Guide to develop indirect ELISA to detect antigen specific antibody 
Jiro HIROTA & Shinya SHIMIZU * 
ELISA has the merits such as, be easy, rapid, convenient and sensitive, and needs only smal amount of samples/antigen 
and a short detection time. We introduce that the procedure how develop indirect ELISA to detect antigen specifc 
antibody. 
Bul. Natl. Inst. Anim. Health No.120. 19-30 (February 2014) 
